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略語一覧 
Abbreviation Definition 
APCI  Atmospheric Pressure Chemical Ionization 
AVP  Arginine vasopressin 
CI  Chemical Ionization 
CRM  Charged Residue Mechanism 
CV  Coefficient of variation 
CYP  Cytochrome P450 
DDAVP Desmopressin 
EI  Electron Ionization 
ELISA  Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 
ESI  Electro Spray Ionization 
FAB  Fast Atom Bombardment 
FD  Field Desorption 
FDA  Food and Drug Administration 
GC  Gas Chromatograph 
HAC  Human artificial Chromosome 
HPLC  High Performance Liquid Chromatograph 
IE  Ion Energy 
IEM  Ion Evaporation Mechanism 
IS  Internal Standard 
LC-MS  Liquid Chromatograph-Mass Spectrometer 
LLOQ  Lower Limit of Quantitation 
MAC  Mouse artificial Chromosome 
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MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 
MS  Mass Spectrometer 
MS/MS Tandem mass spectrometer 
PPG  Polypropylene glycol 
Q  Quadrupole 
QC  quality control 
RIA  Radio Immunoassay 
RSD  relative standard deviation 
SD  standard deviation 
SIMS  Secondary Ionization Mass Spectrometry 
SPE  Solid Phase Extraction 
SRM  Selected Reaction Monitoring 
TOF  Time-of-Flight Mass Spectrometer 
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はじめに 
質量分析計（MS）の歴史は 1919年、J. J. Thomsonによって考案された放物線 
（parabola） 型質量分析計に始まり、その後、速度収れん型質量分析計、磁場に角度を
設けた扇形磁場方向収れん型質量分析計などが開発され、同位体元素の研究に多大
な貢献を果たした。以降、真空技術ならびに電気工学技術の発展に伴い、高い分子量
の測定を目指した高分解能二重収束質量分析計のほか、イオン光学系を簡素化し、数
十ボルトのイオン加速電圧で質量分散を行う四重極型（Q）質量分析計、あるいは原理的
に測定質量の上限を持たない飛行時間型（TOF）質量分析計の開発と著しい進歩を遂
げている。中でもコンピュータ技術の飛躍的な発展は質量分析計自体の発達とともに、
現在では有機化合物の構造推定に欠かせない精密質量分析（Exact Mass）測定法をも
たらした。これは測定対象物の質量電荷比（m/z） を小数点第 4位まで正確に測定した
後、最適な構成元素の組合せを計算、出力するものである。さらに 20世紀末から今世紀
にかけて、質量分析計をタンデムに配置し、そのイオン光学系の中間付近に衝突解離機
構を有する三連四重極型質量分析計、イオンを高真空空間に閉じ込め、測定者の必要
に応じたm/zを取り出す事を可能にしたイオントラップ型質量分析計と、その応用・発展
型としてトラップしたイオンを立体的な八の字型に飛行させ、飛行時間型質量分析計と同
等、またはそれ以上のイオン飛行時間を作り出すオービトラップ型質量分析計が登場し
た。さらに異なる原理の質量分析計を組み合わせた、ハイブリッド型質量分析計の出現
など、目覚ましい発展を遂げている。 
また分子をイオンに変換する手法としては、フィラメントから熱電子を放出し、これを分
子に衝突させてイオンを作り出す電子イオン化法（EI）が J. J. Thomsonによって 20世
紀初頭に考案された。しかし EIは試料の気化が必要な事、併せて過剰な電子エネルギ
ーを分子に与える事から、イオン化の際に分子が開裂してしまい、結果としてフラグメント
イオンが発生する。このため、分子そのものの質量電荷比、すなわち“分子イオン”を発生
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させるために様々なソフトイオン化法が考案された。その先駆けとして、化学イオン化法
（CI）が考案された。これはアンモニアやイソブタンをプロトンのドナーまたはアクセプター
として“分子イオン”を生成させる手法であるが、やはりEI同様、試料を気化させる必要が
あった。次いで試料を蒸着させたカーボンウィスカのタングステン線（Emitter）に塗布し、
高電界によって電子を引き抜く電界脱離イオン化法（FD）が開発されたが、Emitterの
品質ならびに塗布する手際によってイオン化に変化をきたす事から、汎用性は乏しかっ
た。そこで容易にいわゆる“分子イオン”を得る手段として、電気的に中性な高速原子を
試料に照射し、グリセロール等のマトリックスを用いてイオン化する高速原子衝撃イオン
化法（FAB）が 1981年にM. Barberによって考案された。さらに高速原子の代わりに
Csや Xe等のイオンを一時ビームとし、衝撃によるスパッタリング現象を応用した分子二
次イオン質量分析法（SIMS）、大気圧下において、コロナ放電によるプロトン移動反応を
利用した大気圧化学イオン化法（APCI）、1989年に J. B. Fenn らが考案した金属キャ
ピラリーに高電圧を与えてTayler Coneを形成し、そこから帯電液滴を発生させて気相イ
オンを作り出すエレクトロスプレーイオン化法（ESI）、前述のFABやSIMS、FDと原理こ
そ等しいが、レーザー光によって分子をイオンに変換するレーザー脱着イオン化法
（MALDI）と極めてソフトなイオン化方法が次々と開発された。 
さらにMSとイオン化手法の進歩と普及に飛躍的な発展をもたらした三番目の要因とし
て、各種分離分析装置との有機的な結合が挙げられる。ガスクロマトグラフ装置（GC）と
MS とのシステム化は当時のイオン化手法が試料をガス化する EI または CIであった事
から、国内では 1970年に製品化されている。GC-MSはこののち、GCに使用するカラム
がキャピラリー化（Capillary Column）され、試料を分離する理論段数が大幅に拡大さ
れたことから、GC-MSの地位を確固たるものに押し上げた。この後 GC-MSは、揮発性
に富んだ試料をカラム先端で揮発させてこれを直接 GC-MSに注入するヘッドスペース
装置や濃縮効果を付加したパージアンドトラップ装置、金属が持つ固有のキュリーポイン
トを試料に与え熱分解を促すパイロライザー熱分解装置との接続が施され、環境分析や
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材料評価では欠かせない存在となっている。一方、液体クロマトグラフ（HPLC）との連結
においては、HPLCから溶出される液体をどの様にMSの高真空下へ導くか試行錯誤が
繰り返され、多くのイオン生成装置、イオン源（Ion Source）が考案された。1970年代は
HPLCから溶出された液体をベルトコンベアに滴下し、これをドライヤーで液滴を乾固し
た後、EI イオン源に導くムービングベルト方式、または HPLCからの溶出液をMSへ導
入する際、100;1にスプリットして加熱したキャピラリーを通し EI イオン源に導入するサー
モスプレー方式、やはり溶出液をスプリット後、グリセロールを混和しフリット面からしみ出
した試料を FABでイオン化するフリットファブ方式が開発された。しかし 1978年、APCI
に脱溶媒室と差動排気システムとしてドリフト空間を持つ APCI イオン源が開発され、
HPLCの溶出液をスプリットすることなくMSに導入する液体クロマトグラフ-質量分析装
置（LC-MS; Liquid Chromatograph）が登場した。さらにこの後、HPLCからの溶出液
をESIに導く際、気相イオンの生成を窒素ガスで補助する気相補助型ESIイオン源が開
発され、LC-MSの普及は一気に広まった。これに合わせてHPLCに接続するMS本体
も、いわゆる単相型質量分析計（Single MS） から、その分子イオン（ただしプロトン化分
子イオンまたは脱プロトン化分子イオンとして）とフラグメントイオンの情報を同時に取得可
能なタンデム型質量分析計（MS/MS）へと移り変わり、中でもHPLCとタンデム四重極型
質量分析計（LC-MS/MS）は今や標準的な分離分析装置となっており、半導体から生命
科学など、あらゆる分野で活用されている。 
本研究はライフサイエンス分野でLC-MS/MSを活用するにあたり、独自の手法でその
潜在能力を引き出し、次世代創薬分野へ応用を模索したもので、本論文は二章より構成
している。 
第一章は生体内のいわゆる生理活性物質であり、かつ臨床検査分野ではバイオマー
カーでもあるアルギニンバソプレッシン（AVP）の高感度定量測定法の構築と、既存の手
法であるラジオイムノアッセイ（RIA）との比較・検討を行った 2。高感度測定法の開発にあ
たっては、ハードウェアである LC-MS/MSの高感度化を独自の手法をもって施し、その
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定量性について検討を行った。併せてソフトウエアでは、HPLCに使用する移動相と
AVPのイオン化について記述した。さらに名古屋大学附属病院から提供を受けたボラン
ティア血漿の AVP濃度を測定し、その相関をもって既存の測定方法との比較を行った。 
第二章では第一章で高感度化を施した LC-MS/MSを用い、次世代創薬手法の一つ
として取り沙汰されているヒト化モデル動物の評価が可能か否かを検討した 3,4。検討対
象は鳥取大学医学部染色体工学研究センターの技術である、ヒト人工染色体ベクターを
用いてヒト化した動物の肝臓、または小腸のホモジネートとし、遺伝子操作によってヒトと
同一のタンパク質の発現の有無をもって、その評価を試みた。 
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第一章 
ヒト血漿中アルギニンバソプレッシン濃度の高感度測定法開発 
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Ⅰ.1. 序論 
アルギニン[Arg 8] -バソプレシン（AVP）は視床下部細胞で合成される神経下垂体ホ
ルモンである。 AVPのアミノ酸配列は Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2
であり、モノアイソトピック質量は 1083.44、Cys 1 と Cys 6の間に形成されたジスルフィド
結合を有している。 AVPは尿の浸透圧と尿中成分の濃度を増加させ、水分貯留の調節
に重要な役割を果たしている 5,6。人間の尿崩症の最も一般的なタイプは、AVPの欠乏を
含む神経学的形態、中枢性尿崩症である。2 番目に一般的なタイプは腎性尿崩症であり、
これは腎臓またはネフロンが AVPに対して非感受性の様相を呈することで引き起こされ
る腎機能障害またはネフロン機能障害によるものである 7,8。さらに、AVPは末梢血管の
血管収縮を引き起こし、それが動脈圧の上昇を招く 9,10。対照的に抗利尿ホルモン不適
合分泌症候群（SIADH)は、AVPの過剰分泌によって引き起こされる 11。すなわち、ヒト
血漿中の AVPの正確な定量は臨床診断にとって重要な役割を果たす。ヒト血漿中 AVP
の定量には、ラジオイムノアッセイ（RIA）が用いられている 12-15。これらの方法は高感度
で AVPを定量出来る一方、特異性に関する問題が報告されている 16。 
MSは生物学的試料中の多くの薬物、ペプチド、およびタンパク質の定量に使用され
る高性能、且つ一般的に普及された技術である。特に LC-MS/MSは非常に高感度であ
り、特異性・選択性にも優れており、RIA または酵素結合免疫吸着検定法（ELISA）のよ
うに特殊な免疫試薬を必要としない。またペプチドやタンパク質は LC-MS/MSによって
広く定量されており、MSは臨床検査の観点からますます重要な分析技術の一つとみな
されている 17。キャピラリーLC-MS/MSを用いた AVPの定量は以前に報告されているが
18,19、これらの研究結果はLC-MS/MS法が標準の測定方法とされているRIAよりも高い
感度で定量することは実証できなかった。 2014年にZhangら 20は、ヒト血漿および尿中
の AVPの定量用として、1 pg/mLを定量下限（LLOQ）とする高感度 LC-MS/MS測定
法を報告したが、RIAの定量下限とされている 1 pmol/L以下の感度を達成する事は出
来なかった。 ヒト血漿中の血漿浸透圧と AVP レベルの間には相関関係を持ち、浸透圧
12 
 
が 260〜290 mOsmol/kgの場合、尿中排泄は正常であり、血漿中の AVP濃度は 1 
pg/mL未満である。その為、測定の定量下限が 1 pmol/L以下でないことは感度不足を
指摘される原因となった 21。また、部分型中枢性尿崩症などにおいても AVPが欠乏する
ために、非常に低いAVP血漿濃度となる。そしてそれとは対照的に、部分腎性尿崩症は、
腎臓の腎尿細管細胞の AVPに対する感受性が低下し、尿の水分の再吸収が障害され
る。22。そこで、高感度ヒト血漿中 AVP濃度測定法は臨床検査や疾患の原因調査にとっ
て必要な手段であると判断し、より高感度で選択的な LC-MS/MS法の開発を行うととも
に、その適用性を実証するため本研究を実施した。 
 
Ⅰ.2. 高感度化の手法 
Ⅰ.2.1. イオン化効率の向上 
高感度濃度測定法の開発に先立ち、ESIの原理を習熟してこれを礎として AVPのイオ
ン化効率促進を鑑みる必要があると判断した。図 1にエレクトロスプレー現象の模式図を
示す。液体の詰まったキャピラリー先端に高電圧をかけ、対極側を接地（アース）すると、
1．キャピラリーは Anode となり、酸化反応を生じさせ、正イオンを発生する。 
2．対極は Cathode として機能し、同一符号の過剰電荷間の Coulomb反発によって液体
が不安定になり、Taylor Coneを作り出す。 
3．Taylor Coneの先端から待機を介して帯電液滴が Cathode側へ飛び出す。 
という、エレクトロスプレー現象が発生する。 
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図 1  エレクトロスプレー現象 
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また、キャピラリー先端に電荷が溜まると、過剰電荷が発生し Taylor coneを形成するが、
その後、過剰電荷が吐き出され、キャピラリーの電荷はなくなる。つまりエレクトロスプレー
現象は、連続したイオン化ではなく、図 2に示したその模式図の現象を繰り返してイオン
を形成している。 
 
 
 
 
図 2  エレクトロスプレー現象の不連続性 
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さらにキャピラリーから Taylor Coneを介して噴出された帯電液滴は同一の荷電を持
っておらず、射出される際に電荷層後方部に反符号電荷を巻き込んだ形、いわゆる電気
二重層を形成する （図 3) 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  エレクトロスプレー現象によって生じた帯電液滴の電気二重層形成 
 
 
この反符号電荷が、いわゆるイオン化阻害反応（Ionization suppress）の“種”であり、
生体試料由来の物質によって反符号電荷の含有が増えた場合、目的物質に対してより
顕著なイオン化阻害反応が引き起こされる。 
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Taylor Coneを介して気相中に射出された帯電液滴は、その後溶媒の気化が起こり、
帯電液滴の表面の過剰電荷密度が上昇し始める。これによって、帯電液滴の分裂が発
生する。その形状は帯電液滴は分裂の際、ラッキョウの形のように変形し、とがった先端
から二次液滴が吐き出される（図 4） 。帯電液滴はこの現象を繰り返し、微細化していく。 
  
 
 
 
 
 
 
図 4  帯電液滴の微細化 
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帯電液滴は分裂を繰り返して微細化し、最終的には液滴中の過剰電荷が気相イオン
へと形を変える。そのメカニズムとして、 
・ イオン蒸発メカニズム（IEM; Ion Evaporation Mechanism） 
  →高度に帯電した微細な液滴表面から直接イオンが気化。 
・ 帯電残滓メカニズム（CRM; Charged Residue Mechanism） 
  →連続的なクーロン分裂が起こり最終的に一個の試料分子のみが含まれる小さな液
滴が生じ、脱溶媒が起こり気相イオンが生成。 
の二説（図 5）があり、小さな分子のイオン化には IEM、大きな分子については CRMが
作用すると言われているが、現時点ではその明確な区別はついていない。 
 
 
 
 
 
 
  
 + + 
 
図 5  IEM と CRMの模式図 
 
以上の知見から、エレクトロスプレーのイオン化効率向上は、測定対象物の気相イオン
生成率を上げる事であり、すなわち二次液滴のサイズを短時間で如何に小さくするかに
深く関係している。換言すると、表面張力に打ち勝つ斥力、すなわち測定する化合物の
電荷による反発力（クーロン反発）を強くする事が、エレクトロスプレー現象によるイオン化
効率の向上につながると思われる。 
IEM  
CRM  
+    
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Ⅰ.2.2 質量分析計の高感度化 
エレクトロスプレーのイオン化効率向上に併せ、MS本体の増感が可能か検討を行っ
た。この試みの根拠となった理由は、MSは通常定性分析装置としての性能が主体であ
り、本研究における使用方法、すなわち定量分析は測定対象となる質量電荷比（m/z） 
を抽出し、時間軸のマスクロマトグラム上に描記されたピーク面積を積分により求め、既知
濃度から作成した検量線の直線式、y（濃度）= ax（ピーク面積値または内標準とのピーク
面積比）+ bから濃度を計算している。すなわちMSが固有に持つ性能、質量掃引範囲
は四重極MS、飛行時間型MS（TOF-MS; Time of Flight MS）の原理に依存せず、電
界電場は掃引されている。磁場型MS（Sector MS）は電場・磁場を目的とするm/zに見
かけ上、固定する手法を取っているが、実際は標準物質（GC-MSの場合は PFK; 
Per-Fluor Kerosene等）で測定するm/zの近傍に磁場・電場を固定し、そこから目的と
するm/zまで掃引をかけている。MSはこうした測定上の特性を持つため、高感度化にお
いて目的とするm/zにQ-MSの場合はロッド磁石にかける高周波を、TOF-MSにおいて
はその飛行時間を制限する事は出来ない。従ってMSが持つ質量掃引範囲の感度はま
んべんなく調整されている。そこで我々は、目的とするm/zそのものの感度が最大限とな
るようにイオン光学系（Ion Path）を調整し、その目的が果たせるか検証実験を行った。
ただしこの手法は本来、定性分析を行うMSを、目的物質の定量測定に特化させてしまう
手法である事から、高感度化を施したm/z近傍以外の感度は著しく低下する結果を招
く。 
四重極タンデム型質量分析計は、イオン光学系、すなわちイオンの入り口から検出器
までのイオン加速電圧（IE）は、概ね数十ボルト（V）程度である。さらにMSを定性機とし
ての機能を発揮させるため、イオンの取り込み口、LC-MS/MSにおいては差動排気をも
たらすオリフィス（Orifice）から検出器までの電圧印加はほぼ直線式で表されている。図
6に本研究で使用した LC-MS/MSのインターコネクト図を示す。図中、“Mini Quad 
Coil Box & Filter PCB”から供給される電圧は、Orificeから IQ0、IQ1、IQ2、IQ3 とい
19 
 
ったレンズ群と、検出器手前の引出レンズ、Exit までをほぼ直線的な電圧勾配で制御し
ている。 
 
 
 
 
図 6  SCIEX社製 Caribou（QTRAP5500®、TripleQuad5500®）の     
インターコネクト図 
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図 7に本研究で使用したトリプル四重極型質量分析計である TripleQuad5500®
（Sciex社製）の模式図を示す。図中、黄色でハイライトしたイオン加速レンズ群（IQ0～
IQ3）、ならびにイオンを収束する静電レンズ群（ST1～ST3）、引出レンズの Exitを調整
して測定対象のm/zの増感を施し、さらにイオンを検出器に導く refractor と検出器
（detector）の電気的軸合わせを行う事で、MS本体の高感度化、すなわち定量機として
の特化が可能であると考えた。 
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図 7  TripleQuad5500® の内部構造模式図 
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そこで本研究で使用した SCIEX社製の TripleQuad5500®で、感度・分解能の調整
に使われている 2×10-7 mol/L ポリプロピレングリコール（PPG）溶液を用いて、検証実験
を行った。 
図 8、図 9ならびに図 10に、2×10-7 mol/L PPG溶液を使った日常点検の一例を示
す。図 8はQ1の、図 9はQ3の感度ならびに分解能を、図 10はQ1、Q3の感度・分解
能調整後にPPGの m/z 906から衝突解離によって得られるm/z 175の感度・分解能を
表している。 
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図 8  2×10-7 mol/L PPGの Q1マススペクトル 
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図 9  2×10-7 mol/L PPGの Q3マススペクトル 
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図 10  2×10-7 mol/L PPGのMS/MS スペクトル（m/z 906 to 175) 
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この日常点検の手法を用い、Q1の増感を目的として IQ0を、Q3の増感を目的として
IQ3を図 8ならびに図 9に示したm/z毎に調整を施した。その結果を表 1ならびに表 2
に示した。 
 
表 1  IQ0の調整による Q1の増感 
 
 
定性機としての性能を維持するために、IQ0は通常 -10.5Vに設定されている。これを
PPGのm/z毎、その感度が最大となるよう調整を行った。その結果、m/z毎に約 35～
120倍の増感が認められた。 
各電圧においては、IQ0の電圧は PPGのm/z 59 と 175では設定値より低くなった。
一方、PPGのm/z 500以上では、設定値より高くなる傾向を示した。これは IQ0の手前
にある、Q0 の電位が-10Vに設定されている事から、オフセット電圧としては Q0 と IQ0
の電位差が、PPGのm/zが大きくなるにつれ、小さくなることを意味している。すなわち、
イオンの大きさに従ってQ0からQ1への加速を弱める事が、高感度化の可能性を示唆し
ていると考えた。 
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表 2  IQ3の調整による Q3の増感 
 
 
同様に、定性機としての性能を維持するため、IQ3は通常 -11.7Vに設定されている。
これを IQ0同様、PPGのm/z毎にその感度が最大となるよう調整を行った。その結果、
m/z毎に約 42～145倍の増感が認められた。 
また電圧においても、IQ3の電圧は PPGのm/z 59 と 175では設定値より低くなる一
方で、PPGのm/z 500以上では、設定値より高くなる傾向と、ほぼ IQ0 と同様の傾向を
示した。すなわち Q2を挟んで IQ3の手前にある、Q2 の電位が-11Vに設定されている
事から、オフセット電圧としてはQ3 と IQ3の電位差がPPGのm/zが大きくなるにつれ、
小さくなることを IQ3でも意味している。以上の Q0ならびに Q3の電圧設定から、イオン
の大きさ、すなわち測定するm/zの大きさに従って、イオン光学系内におけるイオン加速
電圧を段階的に下げる事が、高感度化を図る要素となり得ると考えた。 
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表 3  IQ0、IQ3の調整によるMS/MSの増感 
 
 
表 3に PPGのm/z 906から 175へ衝突解離を行った、定性機と定量に特化させた
時のピーク強度の比較を示す。定量機への特化は、 IQ0でm/z 906を増感する電圧を、
IQ3ではm/z 175を増感する電圧を設定して測定を行った。その結果、定性機として使
用する場合、すなわち通常の使用状態に比べ、定量機として特化させる事によって約 80
倍の増感が観察された。 
以上の実証実験を基にして、ヒト血漿中 AVPの高感度測定方法の開発に着手した。 
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Ⅰ.3. 実験材料ならびに実験方法 
Ⅰ.3.1. 標準物質、試薬および調製試薬 
サンプルの前処理およびクロマトグラフィーに使用するすべての試薬は、分析用のグレ
ードを用いた。 AVPは株式会社ペプチド研究所から購入した。デスモプレシン 
（DDAVP）はSigma-Aldrich社から購入した。AVPの内部標準（IS）は、Bio Synthesis 
社から NH2-CY-(F)*-QNCP-(D-Arg)-G-CONH2、(F)* = Phe + 10Da、 ジスルフィド
架橋として Cys 1～Cys 6（モノアイソトピック質量として 1093.44）を購入した。メタノール、
アセトニトリル、リン酸、ギ酸、酢酸およびジクロロメタンは、和光純薬工業株式会社から購
入した。超純水は、Merck Millipore社のMilli-Q Synthesisシステムを用いて調製し
た。2×10-7 mol/Lの PPG溶液は、AB SCIEX社から購入した。 
標準溶液ならびにワーキング溶液は、1% 酢酸/5% アセトニトリルで調製した溶液を
用い、AVPの標準原液の濃度は 0.5 mmol/Lとして調製した。 ISの標準原液の濃度は
1 mmol/L とし、この溶液はWATSON社製のシリコン処理を施した 1.5 mLのポリプロピ
レンチューブで保存環境を-80℃として保存した。 1% 酢酸/5% アセトニトリルを用いて、
7ポイントの検量線用AVP溶液を希釈調製した（2.00~800 pmol/L）。またDDAVPによ
る AVPの定量妨害を確認するため、20 pmol/L DDAVP を検量線用 AVP溶液に添加
した。 QCサンプル用の標準溶液は、8.00、80.0および 1280 pmol/L の AVP濃度と
なるよう調製した。 IS標準溶液は 1200 pmol/Lの濃度で調製した。これらの標準溶液
は、シリコン処理を施したポリプロピレンチューブに入れ、-80℃にて保存した。 
 
Ⅰ.3.2. 購入部材 
固相抽出（SPE）用の Oasis WCX μElutionプレートは、Waters社から購入した。 
ナローエレクトロード（内径：65 μm）は、AB SCIEX社から購入した。 
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Ⅰ.3.3. 血清および血漿サンプル 
検量線に使用する、AVPを含有しない血清（AVP free serum）は、日水製薬株式社
から購入した。 QCサンプルの調製に使用するヒトプール血漿 （抗凝結剤として、エチレ
ンジアミン四酢酸を含む）は、Bio-Rad Laboratories社から購入した。ボランティア22名
の匿名化したヒト血漿サンプルは、名古屋大学大学院医学研究科およびその関連病院
から提供を受けた。 これらの血漿サンプルは分析まで-80℃の環境下で保存した。なお、
測定に際しては名古屋大学大学院医学研究科倫理委員会の承認を得た。 
 
Ⅰ.3.4. 検量線用サンプルおよび QCサンプルの調製 
AVP free serumの 100 μL を代替マトリックスとして使用し、ヒト血漿濃度を決定する
ための AVP検量線用サンプルを調製した。 検量線用サンプルの AVP濃度は 0.200、
0.400、2.00、4.00、20.0、40.0および 80.0 pmol/L とした。これは、ヒト血漿中の予想
AVP レベルの全範囲を網羅していた。QCサンプルの調製には内因性の AVPを含んで
いるヒトプール血漿を用いた。そして低濃度 QC（low QC; 内因性 AVP+0.400 pmol/L 
AVP）、中濃度 QC（middle QC; 内因性 AVP+4.00 pmol/L AVP）および高濃度 QC
（high QC; 内因性AVP+ 64.0 pmol/L AVP）の 3濃度レベルを調製した。QCサンプル
の評価は、QCサンプルの濃度測定結果から内因性 AVPの測定結果を差し引いた値を
用いた。 
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Ⅰ.3.5. 高感度化測定法の構築 
AVPの高感度定量法構築にあたり、AVPならびに ISのイオントランジションを確認す
るため、それぞれのマススペクトルを取得した（図 11）。AVP（質量 1083.44）の 2価のイ
オンであるm/z 542.8を選択し、IS（質量；1093.44）の 2価のイオンの 547.9を選択した。
これら 2価のイオンをプリカーサーイオンとしプロダクトイオンを確認したところ、いずれも
y3に相当するm/z 328.3が観察された。 
 
 
図 11  AVP と ISのMS スペクトルとMS/MS スペクトル 
 
この結果から、それぞれのイオントランジションを AVPはm/z 542.8からm/z 328.3、
ISはm/z 547.9からm/z 328.3 とし、高感度化の検証を行った。 
まずはMS本体の高感度化を前節 I.2.2の要領で検証を行った。HPLCを介さず、
AVPの感度調整用標準溶液として 10 nmol/Lの濃度で調製し、この溶液をマイクロシリ
ンジで毎分 5 μLの速度で直接、ESI-MSに導入した。AVPのイオンを確認しながら、
IQ0 と IQ3の電圧を変化させ、それぞれ増感する電圧を求めた（図 12）。 
32 
 
 
 
図 12  AVPの感度に及ぼす Q0、Q3の影響 
 
その結果、デフォルトの電圧（図 12の矢印）に比べ、IQ0では-8.8Vで約 3.6倍、IQ3
では-7.2Vで約 11.5倍の増感が認められた。以降、これらの電圧は AVPの感度が最大
となる数値に設定して行った。なお、前節で仮説とした、イオンのサイズに反比例する現
象は AVPにおいても IQ0 と IQ3で認められた。これは AVPなどのペプチドが生成する
マルチチャージによる多価イオン；[M+nH]n+と、PPGなどのシングルチャージによるプロ
トン化分子イオン；[M+H]+の挙動はほぼ同様であると推察した。 
 
 
 
IQ3 default 
IQ0 default 
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次いでTaylor Coneから帯電粒子が噴出される際、また帯電液滴が微細化していく段
階で、表面張力と同符号のクーロン反発が気相イオンの生成に影響を受ける事が示唆さ
れている事から、ESI-MSにおけるイオン化の効率向上を目的として、HPLC移動相の
検討を行った。 
 
 
図 13  AVPの感度に及ぼすギ酸、酢酸とアセトニトリル、メタノールの比較 
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図 13は、ピークの形状や保持に関わる添加物であるギ酸または酢酸、ならびに
HPLCのカラムから溶出させる有機溶媒移動相のアセトニトリル、またはメタノールによる
AVPの感度への影響を示したものである。当初の予想としては、ギ酸の分子量（46.025、
HCOOH）と酢酸の分子量（60.05、CH3COOH）の比較から、感度の比較においてより
低分子なギ酸が有利と思われたが、0.001%から 0.3%濃度のいずれにおいても酢酸で
増感が認められた。また沸点の比較においても、ギ酸の 100.75℃に対し、酢酸は
118.1℃であることから、酢酸はイオン蒸発メカニズムに関わっているものと推察した。さら
に酢酸の濃度においては、0.03%以上とする事で感度の低下が認められた。この現象は
電気二重層において、AVPの帯電に対する反符号荷電が増加するためではないかと推
察した。一方、アセトニトリルとメタノールの比較においては、分子サイズの予想通り、メタ
ノールで増感が認められた（アセトニトリルのモル質量； 41.05 g/mol、メタノールのモル
質量； 32.04 g/mol）他、沸点の差が帯電残滓メカニズムにおいて有利に働き、増感に
繋がったものと推察した（アセトニトリルの沸点； 82℃、メタノールの沸点； 64.7℃）。以
上の結果から、ピークの形状や保持に関わる酸としてはその濃度を 0.01%とした酢酸を、
HPLCカラムから溶出を行う有機溶媒はメタノールを選択した。 
次いでエレクトロスプレーのイオン化効率向上が、測定対象物の気相イオン生成率を
上昇、すなわち二次液滴のサイズを短時間で如何に小さくするかに深く関係している事
から、通常の内径 100 μmのキャピラリー（normal electrode）から、内径 65 μmのナローエ
レクトロードに変更し、増感の有無を確認した。これは Taylor Coneの直径を 100 μmか
ら 65 μm と狭める事で、Taylor Coneの円錐面の面積がおよそ 2.4分の 1 となり、円錐先
端から射出される帯電液滴の大きさもこれに比例し小さくなると考え、結果的に二次液滴
のサイズが縮小して気相イオンの生成時間の短縮が図れると予想した。その予想を図 14
に示す。 
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図 14  ノーマルエレクトロードとナローエレクトロードの気相イオン生成予想 
 
 
 
 
気相イオンの発生ポイント 
Normal electrode 
気相イオンの発生ポイン
Narrow electrode 
100 μm 
65 μm 
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この予想に基づき、HPLCを介してノーマルエレクトロードとナローエレクトロードの
AVPの感度比較を行った、SRM クロマトグラムを図 15に示した。 
 
 
図 15  ノーマルエレクトロードとナローエレクトロードの AVP感度比較 
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ナローエレクトロードの使用により、AVPの感度は約 6倍増感した。この結果はナロー
エレクトロードの使用を目論んだ予想通りの結果となった。また、ナローエレクトロードには
内径 65 μmの他、25 μm、50 μmのより細い内径を持つものも存在する。しかしこれらは
通常のHPLCの流速（コンベンショナル LC と称する、流速が 200～600 μL/minの LC
システム）で使用すると、耐圧の上限である 130 MPa を越えてしまうため、流速を毎分
100 μLまで落とす必要がある。他方、流速を 100 μL/minで使用するマイクロLCシステ
ムを本研究で導入する手段も考えられるが、 
1) 流速が遅くなるため、注入するサンプル量が1~5 μLとなり、血漿からの前処理におい
て高い濃縮操作が必要になる事。 
2) 低流速はマイクロ LC装置の配管を極めて細い状態に保つ必要性があるため、生体
試料からの抽出で配管が容易に詰まる可能性がある事。 
3) 前項 1)、2)を鑑みた場合、前処理操作の煩雑が生じ、実用性を損なう可能性がある
事。 
から、さらなる増感は否定できないが、コンベンショナル LCの使い勝手を優先し、コンベ
ンショナル LCに内径 65 μmのナローエレクトロードを配した形を選択した。 
また、ナローエレクトロードを装着した状態で、さらなるESIのイオン化効率の向上を目
的とし、帯電残滓メカニズムの促進を試みた。その手段としては、有機溶媒移動相に添加
物を加えて荷電液滴の溶媒気化を促進し、気相イオンの生成をさらに促進させようという
ものである。 
有機溶媒移動相への添加物として、メタノールよりも沸点の低い有機溶媒の添加がこ
の目的を成し遂げると考えた。そこで水と任意に混和し沸点の低いアセトン（沸点； 
56.5℃、モル質量； 58.08 g/mol、化学式； CH3COCH3）と、非極性有機溶媒のジクロ
ロメタン（沸点； 40℃、モル質量； 84.93 g/mol、化学式； CH2Cl2）を選択し、実験を行
った。その結果を図 16に示した。 
  
38 
 
 
 
 
 
 
図 16  ジクロロメタンによる AVP感度の変化 
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メタノールにアセトンを加えると、AVPの感度は著しく低下した（データ非掲載）。一方、
ジクロロメタンの添加は添加濃度として 0.02%において約 2倍、AVPの感度を上昇させ
た。しかしこの現象はナローエレクトロードの使用時に限られ、ノーマルエレクトロードでは
アセトン同様、むしろ低下する傾向が認められた。アセトンの添加による感度低下は、ア
セトンと水の会合（水和）がむしろ帯電残滓メカニズムを妨げたものと推察した。一方、ジ
クロルメタンはナローエレクトロードから噴出される大きさの帯電液滴には帯電残滓メカニ
ズムを促進させる性能を有してはいるものの、ノーマルエレクトロードから噴出される帯電
液滴の大きさには無効、または抑制するものと考えた。この結果から、メタノールには
0.02%の濃度でジクロロメタンを添加する事とした。 
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Ⅰ.3.6. 前処理方法 
AVPの SPE法は、ヒト血漿中のオキシトシン定量に使用した方法を基に考案した 22。
100 μLのヒト血漿に 10 μL の 1%酢酸/5％アセトニトリル水溶液、5 μLの IS溶液を混
合した後、100 μL の 4% リン酸水溶液を加えて撹拌・混和した。OASIS WCX 
μElution Plateの各ウェルを 200 μLのアセトニトリルで活性化した後、200 μLの超純
水で平衡化を行った。このウェルにリン酸水溶液まで添加したヒト血漿サンプルをローデ
ィングした後、200 μL の 5%アンモニア水溶液と 200 μLの 75% アセトニトリル水溶液
でウェルを洗浄した。溶出は1%ギ酸を含む75%アセトニトリル水溶液の100 μLを使用し
た。溶出液は窒素気流下、50℃で 20分間蒸発乾固し、 残渣を 50 μL の 1%酢酸/5%
アセトニトリル水溶液で再溶解した。（図 17） 
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図 17  AVPのヒト血漿抽出スキーム
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Ⅰ.3.7. HPLC条件 
HPLCの構成、ならびに使用したカラムと移動相は以下のとおりである。 
ポンプ； Prominence LC-30A 
オートサンプラー； SIL-30AC MP 
カラムオーブン； Prominence CTO-20A 
HPLCカラム； XBridge BEH300 C18 
 （粒子径 3.5 μm、内径 2.1 mm、長さ 50 mm） 
移動相 ライン A； 0.01%酢酸水溶液 
移動相 ライン B； 0.02%ジクロロメタン含有メタノール 
カラムオーブン温度； 50℃ 
注入量； 35 μL 
グラジエントプログラムと流速；  
測定時間 
（分） 
移動相-B ラインの比率 
（%） 
流速 
（mL/min） 
1.50 0 0.15 
4.00 80 0.15 
5.50 100 0.6 
6.00 100 0.6 
6.01 0 0.15 
8.00 0 0.15 
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Ⅰ.3.8. MS条件 
MSの測定条件は、以下のとおりである。 
イオン源条件； 
item configuration 
Ionization/polarity ESI/positive 
Counter flow 30 psi 
Ionization voltage 5500 V 
Ion source temperature 700℃ 
Assist gas flow 70 psi 
Nebulizer gas flow 70 psi 
 
分析管条件； 
item 
Target article 
AVP IS 
Precursor ion (m/z) 542.8 547.9 
Product ion (m/z) 328.3 328.3 
CAD gas (valve No.) 10 10 
Dwell time (msec) 50.0 50.0 
de-clustering potential (V) 67.0 67.0 
entrance potential (V) 8.8 8.8 
collision energy (V) 23.0 23.0 
Collision cell exit potential (V) 15.0 15.0 
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Ⅰ.4. 結果と考察 
Ⅰ.4.1. ビジュアルデータ 
図 18にブランク、検量線サンプルのLLOQ（0.200 pmol/L）、low QCサンプル（内因
性 AVP＋0.400 pmol/L AVP）とボランティア血漿の 3例を測定した SRM クロマトグラム
を示す。 
いずれのサンプルにおいても定量を妨害する内因性物質は SRM クロマトグラム上に
検出されず、本測定方法における定量選択性の高さが認められた。 
 
  
45 
 
 
図 18  ヒト血漿中 AVP測定の SRM クロマトグラム 
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Ⅰ.4.2. 検量線の直線性と再現性 
表 4に、バッチを変えて測定した 5例の検量線から、検量線サンプルの各濃度ポイント
の逆回帰濃度を算出した結果を確認した。逆回帰値の真度として、（測定値－真値）/真
値を百分率で表した相対誤差、RE（%）の範囲は－1.4～1.1%と、FDAが定めた
Bioanalytical Method Validation24の基準（±15.0% 以内、ただし LLOQは±20%以
内）をクリアした。また精度として、標準偏差（SD）/平均値から算出される変動係数（CV）
を百分率として計算した相対標準偏差、RSD（%）は 2.7～6.6% と真度同様、
Bioanalytical Method Validation24の基準（15.0%以内、ただし LLOQは 20%以内）
をクリアした。また検量線の傾きにおいても標準偏差（SD）が 0.0002であり、傾きの平均
値に対する百分率（SDを平均値で割った変動係数 CV）は約 0.02%であった。 
以上の結果から、本測定法における検量線は極めて正確なものである事が判った。さ
らにこの結果は、ESIのイオン化効率向上とMS本体の感度向上、すなわち定量機とし
て特化させる手法がサンプルの濃度とイオン強度の比例関係を崩していない事が判っ
た。 
表 4  検量線の逆回帰値とその真度ならびに精度 
 
a : The values shown are the mean ± SD. 
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Ⅰ.4.3. QCサンプルによる再現性 
再現性は日間再現性（Interday repeatability）と日内再現性（Intraday 
repeatability）の二法、それぞれ 5例をもって確認し表 5に QCサンプルの真度ならび
に精度を示した。 
日間再現性における真度は low QC（0.400 pmol/L）で 0.2%、middle QC（4.00 
pmol/L）で 0.6%、high QC（64.0 pmol/L）で-0.3%、日内再現性では同様に 0.8、2.0、
-0.2% と検量線の真度同様、Bioanalytical Method Validation24の基準を満たした。 
また精度においても、日間再現性で low QC（0.400 pmol/L）で 1.9%、middle QC 
（4.00 pmol/L）は 1.3%、high QC（64.0 pmol/L）が 2.4%、同様に日内再現性では
1.4%、3.0%、1.2% と、いずれも Bioanalytical Method Validation24の基準を満たし
た。 
さらにブランクサンプルの内因性AVPの定量値においても、日間再現性、日内再現性
における精度がそれぞれ 0.9% 、2.4% と再現性に優れていた。 
この結果から本法は、高感度分析はもとより極めて再現性の高い測定法である事が示
唆された。 
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表 5  QCサンプルによる日間ならびに日内再現性の確認 
 
a : The values shown the mean ± SD.  b : The subtracted concentration was calculated as the mean observed concentration for each QC 
sample minus the mean observed concentration of the endogenous baseline. 
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Ⅰ.4.4. RIA法との比較 
22名のボランティア血漿を用いた RIA法と本法の定量値を比較した結果を表 6に、
その相関を図 19に示す。それぞれの定量値の比較は、% of Differenceとして下記の計
算式から求め、数値化した。 
 
% of Difference =  
[（RIA定量値 - 本法の定量値）÷RIA と本法の定量値の平均] ×100 
 
RIA と本法との定量値の解離は-11.2 ~ 17.8%であり、Bioanalytical Method 
Validation24がクロスバリデーション定める ±20.0%の基準を満たした。また両者の相関
において、相関係数は 0.9887 と良好な結果を示した。この結果から本法は、ヒト血漿中
の AVP濃度を RIA と同様に、正確に測定しているものと考えられた。 
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表 6  ヒト血漿中 AVP濃度測定結果の比較 
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図 19  ヒト血漿中 AVP濃度測定結果の RIA と本法の相関 
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Ⅰ.5. 結論 
本法は、その定量下限としてヒト血漿中濃度で 0.200 pmol/L の高感度な性能を持つ
測定法であり、かつ再現性においても極めて高い事が実証できた 25。さらに臨床検査分
野で広く用いられている RIA法との相関も優れている事から、RIA法の代替法としての
可能性を有している事が判った。また、AVPは現状においてRIAや ELISAで測定され
ておりキット化されているものの、それは決して安価とは言い難い。そこで本法の特徴とし
て、前処理方法が簡便な方法であったことから、RIAや ELISAの測定法と比較し、低コ
ストでの測定が可能であることを示唆した。 
そして、本測定方法の開発にあたり実施した LC-MS/MSの高感度化は、MSが持つ
高い選択性、いわゆる質量分解能と、サンプル濃度とイオン強度の比例関係を損なうこと
なく、MSが持つ潜在能力を引き出すことができることを示唆した。 
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第二章 
ヒト化モデル動物の評価 
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Ⅱ.1. 序論 
実験動物とヒトでは薬物代謝関連遺伝子に種差があり、実験動物で得られた結果から、
ヒトでの薬物代謝や安全性を予測できないケースが多々見受けられる。このため薬物代
謝関連遺伝子を HACやMACを使い、ヒトと実験動物で置き換えたヒト化モデル動物は、
ヒトに特異的な薬物代謝や安全性を予測する上で、重要な役割を果たすものと考えられ
ている。なお、HAC とMACは、いずれも鳥取大学医学部染色体工学研究センターが
開発した、人工染色体ベクターのことである。 
しかしヒト化動物が実質的にヒト化されたことを証明する方法は、遺伝子の組み換えの
みでは証明できない。また、遺伝子組み換えによって発現したタンパク質の機能を調べる
ため、薬物代謝酵素の例ではヒトに特有な代謝物を生成する基質を使ってその存在を証
明する手法が広く用いられているが、発現させたタンパク質を LC-MS/MSで直接定量し
た例は少ない。そこでヒト化モデル動物の評価の一助として、遺伝子操作により発現させ
たタンパク質の直接定量を試みた。これらの定量は、前章で高感度化した LC-MS/MS
を使い実施した。 
一つ目の評価サンプルは、マウスの内在性 Cyp3aが破壊されたマウスにヒト CYP3A
遺伝子クラスター全長を含む約 700ｋbを HACベクターを用いてマウスに導入した
CYP3A-HAC/Cyp3aKOマウスが対象であった。このマウス肝臓ミクロゾームで、成体期
特異的なCYP3A4は成体期に、胎仔期特異的なCYP3A7は胎仔期特異的に発現する
かを確認した 2。二つ目は、CYP3A5遺伝子にはタンパク発現がみられない一塩基多型
（SNP）が存在するため、CYP3A5がほとんど発現していなかったことから、HACの技術
に加えゲノム編集により CYP3A5*3の SNP改変を行い CYP3A5*1 としたマウスでは
CYP3A5の発現が確認できるかを、マウス肝臓並びに小腸ミクロゾームにおいて確認し、
これらの評価を行った 3。  
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Ⅱ.2. セッティング 
Ⅱ.2.1. 消化断片ペプチドのアミノ酸配列調査 
LC-MS/MSによる定量において、化合物に特有なプリカーサーイオンとこれから衝突
解離によって発生するプロダクトイオンの選択は、測定方法にとって重要な因子である。 
特にタンパク質を定量する場合、MSの質量掃引範囲の制限から、タンパク質の分子
サイズをそのまま、LC-MS/MSにおいて測定する事は出来ない。そこで一般的にはタン
パク質を変性、還元し、タンパク質を構成するアミノ酸のうちシスティンが持つチオール基
をアルキル化した後、制限酵素で消化断片ペプチドを作製し、そのペプチドを測定する
手法が用いられている。 
本研究においても同様に、タンパク質を消化した後、定量に適した消化断片ペプチド
を選択する必要があるため基礎実験を行った。 
なお基礎実験に先立ち、CYP3A4、CYP3A5ならびにCYP3A7のトリプシン消化によ
るペプチドの配列を、Swiss-Protデータベースと ExPASyデータベース 
（PeptideMass）を用いて調べた。表 7～9に CYP3A4、CYP3A5ならびに CYP3A7の
標準的なトリプシン消化断片ペプチドとその質量、ならびにアミノ酸配列位置の検索結果
を示した。 
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表 7  ヒト CYP3A4の標準的なトリプシン消化断片 
 
 
 
Chain Cytochrome P450 3A4 at positions 2 - 503
 [Theoretical pI: 8.30 / Mw (average mass): 57211.99 / Mw (monoisotopic mass): 57174.88]
           mass position peptide sequence
4675.3891 289-330 ALSDLELVAQSIIFIFAGYE TTSSVLSFIMYELATHPDVQ QK
3821.785 174-208 DVFGAYSMDVITSTSFGVNI DSLNNPQDPFVENTK
3698.0429 2-34 ALIPDLAMETWLLLAVSLVL LYLYGTHSHGLFK
3671.9989 213-243 FDFLDPFFLSITVFPFLIPI LEVLNICVFPR
2698.3102 343-365 APPTYDTVLQMEYLDMVVNE TLR
2393.1845 71-91 VWGFYDGQQPVLAITDPDMI K
2134.2059 36-55 LGIPGPTPLPFLGNILSYHK
1811.8598 425-440 DNIDPYIYTPFGSGPR
1702.9196 144-158 EMVPIIAQYGDVLVR
1691.0465 477-492 LSLGGLLQPEKPVVLK
1637.8203 269-282 VDFLQLMIDSQNSK
1441.7984 391-403 GVVVMIPSYALHR
1377.6532 116-127 SAISIAEDEEWK
1368.7369 331-342 LQEEIDAVLPNK
1347.4989 56-66 GFCMFDMECHK
1310.6925 459-469 VLQNFSFKPCK
1262.6449 380-390 DVEINGMFIPK
1172.6521 163-173 EAETGKPVTLK
1137.615 131-141 SLLSPTFTSGK
1135.6081 106-115 RPFGPVGFMK
1118.4935 97-105 ECYSVFTNR
952.441 407-413 YWTEPEK
878.473 244-250 EVTNFLR
854.4263 447-453 FALMNMK
847.4858 366-372 LFPIAMR
828.4825 470-476 ETQIPLK
733.3726 261-266 LEDTQK
730.3366 283-288 ETESHK
693.3171 441-446 NCIGMR
661.3668 414-418 FLPER
606.2729 497-503 DGTVSGA
585.4082 454-458 LALIR
559.3813 92-96 TVLVK
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表 8  ヒト CYP3A7の標準的なトリプシン消化断片 
 
 
Chain Cytochrome P450 3A7 at positions 1 - 503 
[Theoretical pI: 9.16 / Mw (average mass): 57470.46 / Mw (monoisotopic mass): 57433.45]
           mass position peptide sequence
4689.4047 289-330 ALSDLELMAQSIIFIFAGYE TTSSVLSFIIYELATHPDVQ QK
3816.8061 174-208 HVFGAYSMDVITSTSFGVSI DSLNNPQDPFVENTK
3203.8152 43493 MDLIPNLAVETWLLLAVSLI LLYLYGTR
2680.3538 343-365 APPTYDTVLQLEYLDMVVNE TLR
2437.16 71-91 VWGIYDCQQPMLAITDPDMI K
2187.2576 225-243 VFPFLTPILEALNITVFPR
1967.1112 36-54 LGIPGPTPLPFLGNALSFR
1811.8598 425-440 DNIDPYIYTPFGSGPR
1790.9621 391-406 GVVVMIPSYVLHHDPK
1702.9196 144-158 EMVPIIAQYGDVLVR
1637.8203 269-282 VDFLQLMIDSQNSK
1527.9508 479-492 FGGLLLTEKPIVLK
1442.5755 56-66 GYWTFDMECYK
1404.6641 116-127 NAISIAEDEEWK
1389.7776 213-224 FNPLDPFVLSIK
1310.6925 459-469 VLQNFSFKPCK
1262.6449 380-390 DVEINGMFIPK
1172.6521 163-173 EAETGKPVTLK
1137.615 131-141 SLLSPTFTSGK
1135.6081 106-115 RPFGPVGFMK
1118.4935 97-105 ECYSVFTNR
1028.5622 334-342 EIDTVLPNK
952.441 407-413 YWTEPEK
833.4702 366-372 LFPVAMR
828.4825 470-476 ETQIPLK
822.4542 447-453 FALVNMK
807.4974 245-251 VISFLTK
716.3209 283-288 DSETHK
702.3933 29-34 THGLFK
693.3171 441-446 NCIGMR
678.294 497-503 DETVSGA
661.3668 414-418 FLPER
571.3926 454-458 LALVR
559.3813 92-96 TVLVK
505.2616 263-266 ETQK
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表 9  ヒト CYP3A5の標準的なトリプシン消化断片 
 
 
Chain Cytochrome P450 3A5 at positions 1 - 502
 [Theoretical pI: 8.86 / Mw (average mass): 57108.62 / Mw (monoisotopic mass): 57072.11]
           mass position peptide sequence
4617.365 289-330 ALSDLELAAQSIIFIFAGYE TTSSVLSFTLYELATHPDVQ QK
3778.7792 174-208 DIFGAYSMDVITGTSFGVNI DSLNNPQDPFVESTK
3541.9788 213-243 FGFLDPLFLSIILFPFLTPV FEALNVSLFPK
3189.7995 43493 MDLIPNLAVETWLLLAVSLV LLYLYGTR
2654.284 343-365 APPTYDAVVQMEYLDMVVNE TLR
2374.2111 71-91 MWGTYEGQLPVLAITDPDVI R
1977.1531 36-54 LGIPGPTPLPLLGNVLSYR
1798.8646 424-439 DSIDPYIYTPFGTGPR
1792.0578 476-491 LDTQGLLQPEKPIVLK
1764.9101 391-406 GSMVVIPTYALHHDPK
1750.9196 144-158 EMFPIIAQYGDVLVR
1651.836 269-282 LDFLQLMIDSQNSK
1638.7547 407-418 YWTEPEEFRPER
1377.6532 116-127 SAISLAEDEEWK
1310.6925 458-468 VLQNFSFKPCK
1230.6728 380-390 DVEINGVFIPK
1137.615 131-141 SLLSPTFTSGK
1118.4935 97-105 ECYSVFTNR
998.5516 334-342 EIDAVLPNK
937.4989 244-251 DTINFLSK
935.5019 107-115 SLGPVGFMK
905.3709 60-66 FDTECYK
854.4263 446-452 FALMNMK
828.4825 469-475 ETQIPLK
815.5137 366-372 LFPVAIR
742.4821 167-173 GKPVTLK
730.3366 283-288 ETESHK
702.3933 29-34 THGLFK
693.3171 440-445 NCIGMR
678.294 496-502 DGTLSGE
631.3562 55-59 QGLWK
585.4082 453-457 LALIR
559.3813 92-96 TVLVK
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また消化断片ペプチドのデータベース作成には、分解能（FWMH）で約 20,000 以上、
質量精度で 0.5ppm以下の高分解能が必要であるため、ユニット分解能（R =
m
∆m
）であ
る高感度化を施した LC-MS/MSでは消化断片ペプチドのアミノ酸構成の取得は不可能
である。この理由から、データベースの作成には四重極と飛行時間型を組み合わせたハ
イブリッド質量分析計、Q-TOF MS/MS（TripleTOF 5600+）を使用した。また、質量精
度を保つために、β-galactosidaseをトリプシンで消化した溶液を使用した。 
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Ⅱ.2.2. 精密質量分析における質量精度の維持 
精密質量測定とは、MS より質量掃引サイクルごとにマススペクトルの信号をピークの
重心点時間、質量電荷比（m/z）とその強度として連続的に取り込み、質量電荷比の補正
をあらかじめ登録した標準物質の質量電荷比との外挿関数式からピーク位置を精密質
量に変換し、組成計算を行う方法である。 
 
 
Mx = Ma ×
Ma(Tx − Tb)(Tx − Tc)
(Ta − Tb)(Ta − Tc)
+ Mb ×
(Tx − Ta)(Tx − Tc)
(Tb − Ta)(TB − Tc)
+ Mc
×
(Tx − Ta)(Tx − Tb)
(Tc − Ta)(Tc − Tb)
 
 
図 20  精密質量の外挿計算法 
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この時、質量精度にズレが発生すると精密質量への変換に誤差が生じ、測定対象の
正確な質量を得ることができない。そこで β-galactosidaseをトリプシンで消化した溶液を
外装計算用の標準溶液とし、表 10に示す質量電荷比で補正を行い、質量精度を保っ
た。 
 
表 10  β-galactosidase トリプシン消化物による質量補正データ 
Precursor ion Product ion （from 729.36517） 
Peptide sequence Precursor m/z Fragment sequence Fragment m/z 
WLPAMSER 495.24773 y1 175.11895 
YSQQQLMETSHR 503.23679 y2 276.16663 
RDWENPGVTQLNR 528.93409 y3 347.20374 
WVGYGQDSR 534.24888 y4 476.24634 
GDFQFNISR 542.26453 y5 563.27837 
IDPNAWVER 550.28018 y6 662.34678 
DVSLLHKPTTQISDF 567.05511 
y7 
719.36824 
VDEDQPFPAVPK 671.33789 729.36517 
WENPGVTQLNR 714.84695 y8 832.45231 
APLDNDIGVSEATR 729.36517 y9 947.47925 
  y10 1061.52218 
  y11 1176.54912 
  y12 1289.63319 
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Ⅱ.3. 実験材料ならびに実験方法 
Ⅱ.3.1. 試薬 
サンプルの消化に使用した試薬、n-Octyl-β-D-glucoside、塩化カルシウム、
Tris(2-carboxyethyl)phosphine Hydrochloride、Trifluoroacetic Acidは和光純薬
工業株式会社より購入し、Tris(hydroxymethyl)aminomethane Hydrochloride は東
京化成工業株式会社から購入し、Methyl methanethiosulfonateは Thermo Fisher 
Scientific より購入した。 
 
Ⅱ.3.2. 肝及び小腸ミクロゾーム 
HACによって CYP クラスターを導入したマウス肝ミクロゾームと小腸ミクロゾーム、なら
びに野生型マウスの肝ミクロゾームは、鳥取大学医学部染色体工学研究センターから供
与を受けた。 
 
Ⅱ.3.3. リコンビナントタンパク質とプールドヒト肝ミクロソーム 
検量線の作製に使用した CYP3A4（Supersomes™ Human CYP3A4 + 
Oxidoreductase + b5, 0.5 nmol）、CYP3A5（Supersomes™ Human CYP3A5 + 
Oxidoreductase + b5, 0.5 nmol）、CYP3A7（Supersomes™ Human CYP3A7 + 
Oxidoreductase + b5, 0.5 nmol）と、50 ドナープールド ヒト肝ミクロソームはコーニング
社から購入した。 
 
Ⅱ.3.4. 制限酵素 
消化断片ペプチドの作成に使用したトリプシンは、トリプシン TPCK 500 μgをSCIEX
社から購入した。 
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Ⅱ.3.5. 検量線サンプルの調製 
マウスへの CYP3A クラスターの導入 2における CYP3A4 と 3A7の定量の為の検量
線は、それぞれの終濃度が 0.100、0.200、1.00、2.00、10.0、20.0、40.0 pmol/mg 
proteinとなるよう調製した。遺伝子改変によるCYP3A4、3A5の導入 3確認の為の検量
線は、CYP3A4 と CYP3A5の感度差から、それぞれの終濃度は 0.100、0.200、1.00、
2.00、4.00、10.0、20.0 pmol/mg protein となるよう調製した。 
 
Ⅱ.3.6. 消化断片ペプチドの作製 
それぞれのリコンビナントタンパク質において、実験的な消化断片ペプチドの質量電
荷比とMS/MS スペクトルの取得を試みた。 
これらのリコンビナントタンパク質を図 21に示す消化方法で処理し、精密質量測定が
可能な Q-TOF MS/MSに注入した。また、HPLCは、ごく少量のサンプルにおいても濃
縮効果が得られるナノLC（流速 300 nL/min）を用いた。得られたデータはWeb上の理
論的データベース（Swiss-Plot）と照合し、消化断片ペプチドのデータベースを作成した。
一例として、ヒトCYP3A4リコンビナントタンパク質の消化断片実験から作成したデータベ
ースを図 22に示した。 
そしてこれらの基礎データをもって、マウス肝ミクロゾームから、ヒト CYP3A4、3A7の定
量が可能か、またマウス肝・小腸ミクロゾームから、ヒト CYP3A4、3A5の定量が可能かの
検討後、測定条件を設定した。 
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図 21  タンパク質の消化方法 
(as protein 20 μg)
10 μL of 0.2% (w/v) n-Octyl-β-D-glucoside, as adenaturant
2 μL of 5 mmole/L Tris(2-carboxyethyl)phosphine Hydrochloride,
as a reducing reagent
10 μL of 2 mmole/L Methyl methanethiosulfonate,
as a cysteine blocking reagent
Incubate at room temperature for 10 minutes
2 μL of 0.1 mole/L Tris(hydroxymethyl)aminomethane Hydrochloride
containing 4 mmole/L calcium chloride, as a digestion buffer
2 μL of 5 μg/μL trypsine
Incubate at 37 ℃ 12～16 hour
2 μL of 2% Trifluoroacetic Acid
Injection to mass spectrometer
Sample 10 μL
Incubate at 60 ℃ for 60 minutes
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図 22  ヒト CYP3A4の消化断片ペプチドデータベース 
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Ⅱ.3.7. HPLC条件 
HPLCの構成、ならびに使用したカラムと移動相は以下のとおりとした。 
ポンプ； Prominence LC-30A 
オートサンプラー； SIL-30AC MP 
カラムオーブン； Prominence CTO-20A 
HPLCカラム； Unison UK-C18, 粒子径 3 μm ,内径 2 mm, 長さ 100 mm 
移動相 ライン A； 超純水/アセトニトリル/酢酸アンモニウム/ギ酸 
（900/100/0.77/0.1, v/v/w/v） 
移動相 ライン B； アセトニトリル/超純水/酢酸アンモニウム/ギ酸 
（900/100/0.77/0.1, v/v/w/v） 
カラムオーブン温度； 50℃ 
注入量； 5 μL 
グラジエントプログラム； 
遺伝子改変によるCYP3A4、3A5の導入 3において、CYP3A4の増感を施すため若
干の変更を施した。 
CYP3A クラスター導入サンプル測定時；  遺伝子改変サンプル測定時； 
測定時間 
（分） 
移動相-B ラインの比率 
（%） 
 
測定時間 
（分） 
移動相-B ラインの比率 
（%） 
0.1 2.0  2.00 10.0 
8.0 25.0  9.00 55.0 
11.0 40.0  9.01 95.0 
20.0 90.0  11.00 95.0 
21.0 90.0  11.01 10.0 
21.1 2.0  13.00 10.0 
25.0 2.0    
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Ⅱ.3.8. MS条件 
MSの測定条件は、以下のとおりとした。 
イオン源条件； 
item configuration 
Ionization/polarity ESI/positive 
Counter flow 30 psi 
Ionization voltage 5500V 
Ion source temperature 700℃ 
Assist gas flow 70psi 
Nebulizer gas flow 70psi 
 
分析管条件； 
item 
Target article 
Simultaneous 
measurement of 
CYP3A4 and 
CYP3A7 
Simultaneous 
measurement of 
CYP3A4 and 
CYP3A5 
CYP3A4 CYP3A7 CYP3A4 CYP3A5 
Precursor ion (m/z) 564.3 993.8 564.3 408.2 
Product ion (m/z) 754.9 747.4 745.9 555.3 
CAD gas (valve No.) 7 7 7 7 
Dwell time (msec) 50.0 50.0 50 50.0 
de-clustering potential (V) 60.0 75.0 60.0 70.0 
entrance potential (V) 10.0 11.5 10.0 11.5 
collision energy (V) 23.0 35.0 23.0 25.0 
Collision cell exit potential (V) 15.0 15.0 15.0 15.0 
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データ収集時間； CYP3A4 と CYP3A7の測定では 16分（以降はダイバートバルブで
廃液側へ誘導）、CYP3A4 と CYP3A5の測定では 13分とした。 
 
Ⅱ.4. 結果と考察 
Ⅱ.4.1. イオントランジションの選択 
精密質量測定が可能なQ-TOF MS/MSとナノLCを用い測定し、消化断片ペプチド
データベースからイオントランジションの候補を選択した後、高感度化を施した
LC-MS/MSにおいて、定量に適するチャンネルを確認した。この方法で、選択性が高
く、そして高感度で測定できるイオントランジションを確認することが可能だった。 
 
Ⅱ.4.2. 検量線の作製 
候補とした消化断片ペプチドのイオントランジションについて、定量性の有無を確認
した結果を示した。検量線サンプルは終濃度が、CYP3A4 と CYP3A7のリコンビナント
タンパクを 0.100、0.200、1.00、2.00、10.0、20.0ならびに 40.0 pmol/mg proteinとな
るよう調製した。その後、図 21に従ってトリプシンで消化し、測定を行った。図 23に
CYP3A4 と CYP3A7同時測定での LLOQ（0.100 pmol/mg protein）の SRM クロマ
トグラムを、図 24には CYP3A4 と CYP3A5の同時測定での LLOQ（0.100 pmol/mg 
protein）の SRM クロマトグラムを示した。 
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図 23  CYP3A4（上図）ならびに CYP3A7（下図）の SRM クロマトグラム    
（0.100 pmol/mg protein as LLOQ） 
 
 
 
 
 
CYP3A4 
CYP3A7 
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図 24  CYP3A4（上図）ならびに CYP3A5（下図）の SRM クロマトグラム
（0.100 pmol/mg protein as LLOQ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CYP3A4 
CYP3A5 
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図 25に、CYP3A4 と CYP3A7の検量線を、図 26には CYP3A4 と CYP3A5の検
量線を示した。CYP3A4 と CYP3A7の同時測定において、0.100～40.0 pmol/mg 
proteinの濃度範囲における相関係数は CYP3A4が 0.9995、CYP3A7は 0.9990、
CYP3A4 と CYP3A5の同時測定では CYP3A4が 0.9982、CYP3A5は 0.9985 と、
いずれも良好な直線性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 25  CYP3A4（上図）ならびに CYP3A7（下図）の検量線 
（0.100～40.0 pmol/mg protein） 
 
 
CYP3A4 
CYP3A7 
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図 26  CYP3A4（上図）ならびに CYP3A5（下図）の検量線 
（0.100～20.0 pmol/mg protein） 
 
 
CYP3A4 
CYP3A5 
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Ⅱ.4.3. 濃度測定結果 
図 27に胎児と成体の野生型マウス、HACによって CYP3A クラスターを導入したマ
ウス（CYP3A-HAC/Cyp3a-KO）の肝ミクロゾーム中のヒトCYP3A4とヒトCYP3A7量を
示した。 
 
図 27  野生型マウス、CYP3A-HAC/Cyp3a-KO胎児マウス、
CYP3A-HAC/Cyp3a-KO成体マウスならびにヒト肝ミクロゾーム
中の CYP3A4 と CYP3A7量 
 
成体の野生型マウスには CYP3A4、3A7共に検出されなかった。また、成体の
CYP3A-HAC/Cyp3aKOマウス、ならびにヒト成人の肝ミクロゾーム中にはCYP3A4が
検出されたが CYP3A7は検出されなかった。さらに CYP3A-HAC/Cyp3aKOの胎児
肝ミクロゾームには CYP3A7の検出が確認された一方、CYP3A4はほとんど検出され
なかった。以上の結果から、CYP3A-HAC/Cyp3aKOによって胎児マウスの肝ミクロゾ
ームには CYP3A7が、成体マウスには CYP3A4が発現している事が判った。  
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次いでCYP3A-HAC/Cyp3aKOマウスでの評価同様に、遺伝子改変とHACによっ
て作り出されたマウスに CYP3A5が発現していることを証明するため、その肝臓ならび
に小腸ミクロゾーム中の CYP3A5量を求めた結果を図 28に示した。 
 
 
 
図 28  遺伝子改変の有無による、CYP3A-HAC/Cyp3aKOマウス肝・小腸
ミクロゾーム中の CYP3A4 と CYP3A5量 
 
遺伝子改変前（CYP3A5*3）のマウスには、CYP3A4の検出は認められるが、
CYP3A5は検出していなかった（図中、灰色のカラム）。そこで遺伝子改変
（CYP3A5*1）を行った結果、肝臓・小腸ミクロゾーム共に CYP3A5の検出された（図中、
黒のカラム）。この結果から、CYP3A5*3を遺伝子改変によりCYP3A5*1とすることで、
マウスの肝臓ならびに小腸ミクロゾーム中で CYP3A5が発現していることが確認され
た。 
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Ⅱ.5. 結論 
ヒト化モデル動物の評価の一般的手法は、薬物代謝酵素の導入においてはヒトに特
異的な代謝物を LC-MS/MSを使って検索する、いわゆる間接的な評価が主流となっ
ている。本研究は、ヒト化モデル動物の遺伝子操作の結果、実際に発現していると思わ
れるタンパク質を直接的に評価した。この実現には LC-MS/MSが持つ定性的な能力
の他、LC-MS/MSによる微量定量、すなわち高感度化の技術が大きく関与する。この
研究において LC-MS/MSに施した高感度化の技術は今後、創薬において重要な役
割を担うと期待されているヒト化モデル動物の評価においても、LC-MS/MSはひとつの
有効な手段となり得ることを示した。 
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おわりに 
LC-MS/MS が持つ選択性は、今後創薬の主流となる中分子・高分子医薬品の評価
においても、必要な要素であると考えられている。他方、いわゆるバイオマーカーや核
酸医薬、抗体薬やペプチドならびにタンパク製剤において、LC-MS/MSに求められて
いる能力のひとつは高感度である。これは低分子化合物が医薬品の主流であった時は
十分に発揮していた能力であった。しかし測定対象が高分子・中分子に移行した際、測
定条件の複雑さから難儀な要求とされていた。本研究では、難儀とされていた高感度化
手法をイオン化ならびに LC-MS/MS本体に施し、その実用性を確かめるために実施し
たものである。 
その結果、ヒト血漿中AVPのLLOQは既報 19の 50倍（使用する血漿量を鑑みると、
250倍）の高感度化を実現できた。さらに主流の測定法であるRIAとの相関性も十分高
い事から、代替法としての可能性を見出す事が出来た。またこの高感度化手法は、タン
パク質の定量においても薬物代謝酵素の一つである 3種の CYP3Aを pmol/mg 
protein という単位の高感度測定を可能とした。 
以上の実験結果から、LC-MS/MSの高感度化技術の提供は、次世代医薬開発の
一助になり得る可能性を示唆した。 
その先のヒト化動物の研究においても、鳥取大学が開発した人工染色体技術を用い
て、従来の技術では導入できなかった重要な薬物代謝酵素であるCYP3Aクラスター並
びにUGT2クラスターの遺伝子導入ラットが開発され、さらにゲノム編集技術を利用して、
内在性のラットCYP3AやUGT2クラスターを破壊された、完全なヒト型CYP3A/UGT2
ラットが作製された 26。そしてその機能評価の為に LC-MS/MSでの測定は貢献した。 
LC-MS/MSは、創薬において重要な役割を果たす可能性がある、ヒト化モデル動物
の評価にも有効な手段のひとつであることを示した。 
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